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(54) Title: UNIVERSAL PROCESS FOR ISOLATING AND PURIFYING NUCLEIC ACIDS FROM EXTREMELY SMALL AMOUNTS 
OF HIGHLY CONTAMINATED VARIOUS STARTING MATERIALS 

(54) Bezeichnung: UNIVERSELLES VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN AUS EXTREM 
GERINGEN MENGEN SOWIE SEHR STARK VERLfNRHNIGTEN UNTERSCHIEDLICHSTEN AUSGANGSMA- 
TERIALIEN 

(57) Abstract 

A universal process is disclosed for extracting and purifying nucleic acids from extremely small amounts of highly contaminated 
various biological and other staning materials. The invention has applications in forensic medicine, medical diagnosis, molecular biology, 
biochemistry, genetic technology and all related fields. The process is characterised in that nucleic acid-containing materials are lysed, the 
lysate is incubated with a non-porous, non-stnictured, highly disperse, homogeneous and chemically pure SiO: substrate, the substrate is 
isolated with the bound nucleic acids and washed with a buffer solution, then the nucleic acids are dissolved from the substrate by a buffer 
with a lower salt concentration. Lysis of the material and nucleic acid immobilisation arc preferably carried out in a reaction vessel. The 
substrate panicles have a size of 7-40 nm. preferably 40 nm. and a specific surface from 50-300 g/m^. preferably 50 g/m^. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein universell einsetzbares Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklcinsauren aus extrem geringen wie 
auch extrem mit Verunreinigungen kontaminierten unterschiedlichsten biologischen und anderen Ausgangsmaterialien. Anwendungsgebiete 
sind die forensische Medizin, medizinische Diagnostik, Molekularbiologie, Biochemie, Gentechnik und alle anderen angrenzenden 
Gebiete. Das erfindungsgemafie Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB Nukleinsiuren enthaltende Matcrialien lysiert, das Lysat 
mit einem nichtporOsen und unstrukturierten, hochdispersen sowie homogenen chemisch reinen Si02-Trager inkubiert. der TrSger mit 
den gebundenen Nukleinsauren abgetrennt und mit PufferlOsung gewaschen wird und nachfolgend die NukleinsSuren mit einem Puffer 
geringer Salzkonzentration vom Trager abgelSst werden. Die Lyse des Materials und die Bindung der Nukleinsauren werdcn bevorzugt in 
einem ReaktionsgefaB durchgeftlhit. Die venvendeten TrSgerpaitikel weisen eine Komgr6Be von 7-40 nm, vorzugweise 40 nm, bei einer 
spezifischen Oberflache von 50-300 g/m^, vorzugsweise 50 g/m^ auf. 
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Universelles Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus extrem geringen Mengen sowie sehr stark 
verunreinigten unterschiedlichsten Ausgangsmaterialien 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren aus extrem geringen und u.U. auch 
sehr stark mit organischen wie auch anorganischen Komponenten 
kontaminierten unterschiedlichen ' biologischen und anderen 
Ausgangsr^aterialien. Es , ist fur eine vielzahl von biologisch- 
molekularbiologisch-, forensisch-, .edizinisch- analytisch- 
sowie biochemisch arbeitenden Laboratorien von grofier Bedeutung. 
Damit smd Anwendungsgebiete- der Erfindung die forensische 
Medizin, medizinische Diagnostik, Molekularbiologie , Biochen,ie 
Gentechnik und alle anderen angrenzenden Gebiete. 
Ublicherweise werden Nukleinsauren aus Zellen und Geweben 
dadurch gewonnen, daB die Ausgangsmaterialien unter stark 
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, teilweise auch 
unter Verwendung von proteinabbauenden Enzymen auf geschlossen , 
die austretenden Nukleinsauref raktionen uber 

Phenol-ZChlorof orm-Extraktionsschritte gereinigt und die 
Nukleinsauren mittels Dialyse Oder Ethanolprazipitation aus der 
waBrigen Phase gewonnen werden (Sambrook, J., Fritsch, E.F. und 
Maniatis, T. , 1989, CSH, "Molecular Cloning" ). 

Diese "klassischen Verfahren- zur Isolierung von Nukleinsauren 
aus zellen und besonders aus Geweben sind sehr zeitauf wendig ( 
teilweise langer als 48 h ), erfordern einen erheblichen 
apparativen Aufwand und sind daruber hinaus auch nicht unter 
Feldbedingungen realisierbar . AuBerdem sind solche Methoden auf 
Grund der verwendeten Chemikalien wie Phenol und Chloroform in 
emem nicht geringen MaBe gesundheitsgef ahrdend". 
verschiedene alternative Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus unterschiedlichen biologischen 

Ausgangsmaterialien ermoglichen, die aufwendige und 
gesundheitsschadigende Phenol-/Chlorof orm-Extraktion 

Nukleinsauren zu umgehen sowie eine Reduzierung der zeitlichen 
Aufwendungen zu erreichen. 
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Alle diese Verfahren basieren auf einer von Vogelstein und 
Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 1979, 76, 615-619) 
entwickelten und erstmals beschriebenen Methods zur praparativen 
und analytischen Reinigung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen . 
Die Methode kombiniert die Auflosung der die zu isolierende DNS- 
Bande enthaltende Agarose in einer gesattigten NaJ- Losung mit 
einer Bindung der DNS an Glaspartikel in Gegenwart dieses 
chaotropen Salzes. Die an die Glaspartikel fixierte DNS wird 
anschliefiend mit einer Waschlosung (20 itiM Tris HCl [pH 7,2]; 
200mM NaCl; 2 mM EDTA; 50% v/v Ethanol ) gewaschen und 
abschliefiend von den Tragerpartikeln abgelost. 

Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modif ikationen 
und wird zum gegenwartigen Zeitpunkt fiir unterschiedliche 
Verfahren der Extraktion und • Reinigung von Nukleinsauren aus 
unterschiedlichen Herkiinften angewendet (Marko, M.A. , 
Chipperfield, R. und Birnboiin, H.G., 1982, Anal. Biochem. , 121, 
382-387) . 

Daruberhinaus existieren heute weltweit auch eine Vielzahl von 
Reagenziensysteinen, vor allem zur Reinigung von DNS-Fragmenten 
aus Agarosegelen und fiir die Isolierung von Plasmid DNS aus 
bakteriellen Lysaten, aber auch fiir die Isolierung von 
langerkettigen Nukleinsauren (genomische DNS, zellulare Gesamt- 
RNS) ausBlut, Geweben Oder auch Zellkulturen . 

Alle diese kommerziell verfugbaren Kit^ basieren auf dem 
hinlanglich bekannten Prinzip der Bindung von Nukleinsauren an 
mineralische Trager unter Anwesenheit hochmolarer Losungen 
unterschiedlicher chaotroper Salze und verwenden als 
Tragermaterialien Suspensionen f eingemahlener Glaspulver (z.B. 
Glasmilk , BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden (Fa. Sigma) oder 
auch Silicagele. (Diagen, DE 41 39 664 Al) 

Jedoch verfiigen weder klassische Glasmilch- oder Diatomenerden- 
Suspensionen als auch auf chromatoraphischen Saulen fixierte 
Silicagele iiber fur die Isolierung von geringsten Mengen an 
Nukleinsauren notwendigen physikalischen Vorraussetzungen . 
Weiterhin wirken sich solche physikalische Charakteristika , wie 
porose Oder strukturierte wie auch relativ geringe aktive 
Oberflachen dieser Tragermaterialien auBerdem ungiinstig auf 
die Entfernung von Kontaminanten aus. 
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SO ist es z.B.nicht moglich, PCR-taugliche DNS aus 
Speichelproben unter Verwendung von Glasmilch zu isolieren 
(Ochert, A.S. et.al.; 1993, PCR Methods and Application, 3, 6 
365-368). Die an die Glasprtikel gebundene DNS kann nicht 
ausreichend gewaschen werden bzw. bindet wahrscheinlich auch 
selbst z.B. niedermolekulare Zuckerverbindungen, so das diese 
im Speichel enthaltenen Kontaminanten auch in der finalen DNS 
zu finden sind und nachfolgende enzymatische Reaktionen (z B 
PCR) inhibieren. 

Nach dem Stand der Technik existiert auch keine effiziente und 
schnelle Methode, welche es gestattet genomische (oder auch 
bakterxelle oder virale) DNS aus Stuhlproben zu isolieren 
Stuhlmaterial als biologisches Ausgangsmaterial ist extren, 
stark verunreinigt und erfordert sehr hohe Anf orderungen an ein 
DNS-Isolierungssystem. 

Zun. gegenwartige Zeitpunkt angewendete Methoden zur Isolierung 
von DNS aus Stuhlproben benotigen teilweise einige Tage und 
schlieBen aufwendige Proteinase K-Verdauungen und 
Phenol/Chloroforn, Extraktionen sowie Ethanolprazipitationen ein 
und benotigen zusatzlich nochmals eine Reinigung der schon 
xsolxerten Nukleinsauren unter Verwendung der bekannten DNS- 
Bindung an Glaspartikel . 

Ein weiteres Proble^n der z.Z. fur die Isolierung genomischer 
(und damit langkettiger ) DNS verwendeten Glasn,aterialien oder 
porosfe Silicagele enthaltende Saulen liegt in der sehr starken 
^echanischen Beanspruchung ( scherung ) der hochn,olekularen 

Sowohl mit Glasmilch oder- Diatomen-Suspensionen, als auch mit 
Silxcagel enthaltenen Minisaulen, isolierte genomische DNS 
2eigt gelelektrophoretisch oftmals (vor alien, bei der 
verwendung von Minisaulensystemen) deutlich sichtbare 
Degradierungen. Die Ursache liegt dabei zur, einen in der 
mechanxschen Beanspruchung der DNA bei der Passage durch die 
Poren der Silicagele, bzw. durch die keine ho.ogene 
Teilchenkonsistenz aufweisenden Glaspulver oder Diatomenerden 
enthaltenen Tragersuspensionen (Diatomenerde z.B. enthalt z B 
auch sehr scharfkantige Partikel und ist zudem auch nicht 
groflenhoinogen). Soinit fuhrt jeder Waschschritt oder 
Zentrifugationsschritt zu einer Degradierung der DNS. 
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Auch ist die Bindung von zellularer Gesamt-RNS an 2 . B . 
silicageltragende Saulen bekannt und als Reagenzienssystem auch 
verfugbar , realisiert dabei aber nicht eine vollstandige 
Isolierung von zellularer Gesamt-RNS, da kleinere RNA Spezies 
(<200 bp) nicht mehr isoliert werden konnen. Soinit kann z.B. 
eine solche RNS nicht mehr erfolgreich fiir DDRT-PCR Anwendungen 
(Isolierung samtlicher mRNA Spezies einer Zelle) eingesetzt 
werden, da von vornherein kleine RNS-Spezies nicht vorhanden 
sind. Desweiteren besteht mit solchen Systemen auch nicht die 
Moglichkeit der Isolierung von RNS aus extrem geringen Mengen an 
Ausgangsmaterialien. Obwohl Verfahren der Isolierung, wie auch 
Reinigung von Nukleinsauren uber das bekannte Prinzip der 
Bindung der Nukleinsauren an mineralische Materialien, 
mittlerweile weitverbreitet sind, werden eine Reihe von 
speziellen Anwendungen der Isolierung von Nukleinsauren, mit 
bisher bekannten Isolierungssystemen (und den verwendeten 
Tragermaterialien) nicht Oder in keiner Weise zuf riedenstellend 
gelost • 

Dies betrifft: 

1. die Isolierung von Nukleinsauren (genomische DNS, total RNS) 
aus extrem geringen Mengen an Ausgangsmaterialien (z.B. 
<0.5mg Gewebematerial ; <0.5^1 Blut Oder Blutspuren auf 
Kleidungsstiicken; <5ai1 Speichel; <10^ Zellen), 

2. die Verfugbarkeit eines universellen Systems fiir die 
Isolierung von Nukleinsauren aus einem sehr breiten Spektrum S 
unterschiedlichster Ausgangsmaterialien (d.h, Isolierung von 
Nukleinsauren aus 'einfachen Ausgangsmaterialien' wie 
Zellkulturen oder Vollblut wie auch aus extrem schwierigen 
Ausgangsmaterialien wie Uraltknochen oder Stuhlmaterialien ) , 

3. die Isolierung von Nukleinsauren aus stark kontaminiertem 
Ausgangsmaterial in einer Qualitat, die es erlaubt, die 
isolierten Nukleinsauren auch als Substrat fur enzymatische 
Nachfolgereaktionen (z.B. PGR) auch mit Erfolg einsetzen zu 
konnen. 

Gerade. solche kontaminationsbeladenen Ausgangsmaterialien sind 
fiir bestimmte klinisch relevante Fragestellungen fur die 
Diagnostik, fiir forensische Untersuchungen bzw, fiir die Klarung 
evolutionsbiologischer Fragestellungen von grofier Bedeutung. Es 
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handelt sich dabei vor allem um solche * interessierenden ' 
Ausgangsmaterialien wie Knochen Oder Blutspuren auf 
Kleidungsstof f en (forensische Medizin), Uraltknochen 

(Evolutionsbiologie) , Speichel , Bronchialauswurf material und 
Stuhlproben (medizinische Diagnostik). Wie schon aufgefiihrt ist 
es z.B. nicht moglich amplif ikationsf ahige DNS aus 
Speichelproben unter Verwendung von Glasmilch zu isolieren. 
Noch komplizierter stellt sich dieses Problem dar, wenn DNS aus 
Stuhlproben isoliert werden soil. Nach dem gegenwartigen Stand 
der Technik muB eindeutig festgestellt werden, dai3 es noch kein 
funktionierendes schnelles Isolierungsverf ahren gibt (weder 
kommerziell verftigbar, noch publiziert), urn amplif ikationsf ahige 
Nukleinsauren zu isolieren. Bisher sind fiir eine Isolierung von 
DNS aus einem solchen Ausgangsmaterial extrem arbeits-und- 
zeitaufwendige multiple Reinigungsschritte notwendig. Solche 
aufwendigen Prozeduren sind notwendig, da die Vielzahl der in 
Stuhlproben enthaltenen Kontaminationen mit alien bisher 
bekannten Methoden nicht anders entfernt werden konnten. Eine 
direkte und damit sehr schnelle Isolierung amplif ikationsf ahiger 
Nukleinsaure aus Stuhlproben iiber die Bindung der Nukleinsauren 
an Tragermaterialien ist bisher nicht bekannt und bedeutet 
damit einen sehr groBen Nachteil , da Stuhlmaterial als Quelle 
fiir zu isolierende Nukleinsauren (vor allem genomische DNS aus 

abgeschilferten epithelialen Zellen der Darmwand) fiir die 

i 

routinemaBige Gendiagnosti'k nicht verfiigbar ist. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin , ein universelles 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
bereitzustellen, das diese speziellen Anwendungen gestattet. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB mit dem erf indungsgemaB 
eingesetzten . Tragermaterial und unter der Verwendung 
unterschiedlicher chaotroper Salze alle diese Anf orderungen in 
hervorragender Weise erfiillt werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren wird gemaB den Anspriichen 1-14 
realisiert. Es ist dadurch gekennzeichnet , daB die Nukleinsauren 
enthaltenden Ausgangsmaterialien lysiert, das Lysat mit einem 
nichtporosen und unstrukturierten , hochdispersen sowie homogenen 
chemisch reinen SiO^- Trager inkubiert, der Trager mit den 
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gebundenen Nukleinsauren abgetrennt und mit Pufferlosung 
gewaschen und nachfolgend die Nukleinsauren mit einem Puffer 
geringer Salzkonzentration vom Trager abgelost werden. 
Die Fixierung der Nukleinsauren erfolgt an der Oberflache der 
SiO^-Partikel , welche vorzugsweise einen Partikeldurchmesser 
von 40 nin, bei einer aktiven Oberflache von ca. 50 m^/q 
aufweisen, unter Anwesenheit chaotroper Salze hoher 

lonenstarken. 



Damit wird es moglich, Nukleinsauren aus 



a) extrem geringen Mengen an Nukleinsauren enthaltenden 
Ausgangsmaterialien 

b) aus sehr ^schwierigen ' und stark mit organischen und 
anorganischen Verunreinigungen kcntaminierten 
unterschiedlichen biologischen und anderen 
Ausgangsmaterialien wie z.B. Stuhlproben, Knochen u.a. 

in einer Qualitat und Quantitat zu isolieren, welche 
nachfolgende enzymatische Manipulationen mit den isolierten 
Nukleinsauren moglich werden lafit. 



Es zeigte sich ebenfalls iiberraschenderweise , da6 uber die 
Auswahl • des verwendeten chaotropen Puffers in Kombination mit 
dem verwendeten Tragermaterial eine Selektivitat der Bindung von 
entweder DNS oder RNS realisiert wird. Damit kann allain durch 
die Wahl des fiir die Lyse des Ausgangsmaterials verwendeten 
chaotropen Salzes, das Tragermaterial fiir die Isolierung von DNS 
Oder fiir die Isolierung RNS eingesetzt werden, wobei im 
methodischen Verf ahrensablauf keinerlei Veranderungen 
durchzufiihren sind. Ein solches Verhalten eines fiir die 
Bindung von Nukleinsauren eingesetzten Materials ist bisher noch 
nicht beschrieben worden. 

Das Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren ist sehr einfach 
handhabbar, benotigt nur geringe apparative Ausriistungen , 
bedarf keiner enzymatischen Vorbehandlung des Probenmaterials 
(z.B. Proteinase K Verdauung), verzichtet auf den. Einsatz einer 
toxischer Phenol-/Chlorof orm-Extraktion, benotigt keine 
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Ethanolprazipitation und laflt sich somit mit geringem zeitlichen 
Aufwand realisieren, was es gestattet, einen qrofien Probenumfang 
2u bearbeiten. 

Das erf indungsgemaB eingesetzte Tragermaterial mit seinen 
physikalischen Eigenschaf ten ist ideal fiir die Isolierung und 
Reinigung von Nuicleinsauren aus extrem geringen Mengen an 
unterschiedlichsten Ausgangsmaterialien , wie auch aus sehr stark 
mit Verunreinigungen kontaminierten Ausgangsmaterialien . 
Die der Erfindung zugrunde liegenden Eigenschaf ten des 
ausgewahlten Tragermaterials , welche im folgenden im Vergleich 
2u anderen Tragermaterialien dargestellt werden, ermoglicht 
damit erstmalig die Entwicklung eines universellen 
Isolationssystems fiir Nukleinsauren (universell im Sinne der 
Isolierung von sowohl DNS als auch RNS, der Isolierung der 
Nukleinsauren aus alien Nukleinsauren enthaltenden biologischen 
und anderen Ausgangsmaterialien , der Isolierung von 
Nukleinsauren aus extrem geringen Mengen an Ausgangsmaterialien, 
sowie der Isolierung von Nukleinsauren aus sehr stark mit 
Verunreinigungen kontaminierten Ausgangsmaterialien). 
Wie weiterhin aufgezeigt wird, ist ein solches universelles 
System nicht mit herkommlich verwendeten Glasmaterialien 
(Glasmilch,Glaspulver o.a.) realisierbar . 

Das in der Erfindung verwendete Tragermaterial' unterscheidet 
sich hinsichtlich seiner physikalischen Charakteristika 
grundlegend von anderen fur die Isolierung von Nukleinsauren 
verwendeten Tragermaterialien, bei welchen es sich i.d R. nicht 
um chemisch reines SiO.,, sondern urn porose Oder nichtporose 
Glasmaterialien z.B. auf der Basis von Borsilikatglas 

(Glasmilch) Oder aus pflanzlichen mineralischen 

Zellwandkomponenten (Diatomenerden) , welche als 

chromatographische Materialien speziell fur Anwendungen in der 
Nukleinsaurenreinigung kommerziell verf ugbar sind , und damit 
die Basis fiir die Herstellung von (auch der kommerziell 
verfugbaren) Suspensionen bilden. Alle diese Tragermaterialien 
sind sehr gut geeignet fiir Standardanwendungen , zeigen aber auf 
Grund ihrer physikalischen Struktur erhebliche Nachteile bzw. 
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Grenzen bei der Isolierung von NukleinsSuren aus den oben 
beschriebenen Ausgangsmaterialien . 

Das im erf indungsgemaiien Verfahren verwendete Tragermaterial ist 
wesentlich kleiner als bisher verwendete Materialien. Damit 
einhergehend ist die fiir die Fixierung der Nukleinsauren 
varfiigbare aktive Trageroberf lache sehr viel groBer. 
Gerade die nur im nm-Bereich definierte Grofte der Tragerpartikel 
als auch die daraus resultierende sehr hohe spezifische 
Oberflache ermoglichen die Isolierung von Nukleinsauren aus 
extrem geringen Mengen an Ausgangsmaterialien.. 

Dabei entspricht das dem erf indungsgemaBen Verfahren zugrunde 
liegende Ziel , die Isolierung von Nukleinsauren aus extrem 
geringen Mengen an unterschiedlichen Ausgangsmaterialien, 
letzlich auch einer neuen Strategic, die as ermoglichen soli, 
eine Verbindung von schon existierenden als sich noch in der 
Entwicklung befindlichen Methoden der sog. nichtinvasiven 
medizinischen Probengewinnung (Mikromengen an 

Mikrobiopsiematerialien; Gewinnung von epithelialen Lungenzellen 
mit speziell konstruierten /Ausatemluftsammlern' u.a.) und 
Methoden der medizinischen Diagnostik herzustellen . Bisher war 
es nicht mbglich, aus extrem geringen Nukleinsauren enthaltenen 
Proben (z.B. Biopsiematerialien , Lungenf liissigkeit ) 

Nukleinsauren fiir eine weitere Diagnostik zu isolieren. 
Die rait dem erf indungsgemaBen Verfahren realisierte Isolierung 
von Nukleinsauren aus solchen extrem geringen Mengen an 
Ausgangsmaterialien eroffnet damit den neuen nichtinvasiven 
Methoden in der medizinischen Probengewinnung erstmalig neue 
potentielle Anwendungsgebiete. 

Ein weiterer bedeutender Vorteil der im erf indungsgemaBen 
Verfahren verwendeten Tragerpartikel besteht in der direkten 
Bindung und damit der direkten Exponierung der Nukleinsauren 
auf der Trageroberf lache. Ira Gegensatz dazu befinden sich die zu 
isolierenden Nukleinsauren bei verwendeten chromatographischen 
Systeraen (z.B. DE 41 39 664 Al) , welche eine Korabination von 
porosen Anionenaustauschern und raineralischen Tragermaterialien 
verwenden, nicht auf der Oberflache, sondern innerhalb der 
Poren. 
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Zine solche Localisation redu.iert sehr star, die MfiglichKeit 
.ntensxven Waschens. und damit des Enrfarnens unterschiedlicher 
Kcn«n,.nantan. Ebensc armcglichen auch OlaSBilch-Suspensionen , 
suspensionen aus Diatcmenarde odar in der Patartschrif t DE 41 39 
664 Al beschriebana porSse Oder nichtporosa Matricaa ( i„ 
Gro6a„barei=h von l..-250«., vor.ugsweise lo-30«») aul Grund 
I'l " T'""" ^"^"^^'^'^^ ("ie auch auf .rund dassan, 

^"^arpartiJcaln nicnt u. no.o,ana 

Trageroberf lache kein ef f ek-^-i w^^' t, ^ 

. effektives Waschen der gebundenen 

Nuklemsauren. Gerade das Fohi^„ 

„ ^ Fehlen ernes solchen intensiven 

Waschens wird dann zum Prohi«™ nsxven 

zum Problem, wenn Nukleinsauren aus 
Ausgangsmaterialien welche p.nr.>-T«^ « 

Knnr.^ir..^- 9^"^ unterschiedlicher 

Kontaminationen, wie 2 r c^ki • 

^® ■ Schleimstoffe, Farbstoffe 

~uat" . —.ten, isolia« 



Das erfindungsgemaSe Verfahren mi^ 

•• cij-anren mit dem verwendeten 

DNS-Isonarung aus abgeschilfartan Dar.„andzellan ohne 

K-Vardauun,an. PhanoVCloro.o™ 
ExtraW.onen sow.a Ethanolprazipitationan. Naoh Abtrennuno 
" -^-P-— ^a^ stuhlp^obe und zugabe e n 

chaotropas Sal. enthaltanen Puffers „ird die OKS dire 't an das 

Matnode xst extra, schnell. ,.a. l n, und liefart gano„ischa DNS 
axzallanter Qualitat. die proble.los far PcAppli.atLnen 
var^endat warden Xann. Eine solche schnalle Hatnoda de" 
IsoUarun, a„plif iKationsfahigar DKS aus stuhl.aterial ist 
bisher «t kainem anderen DNS-Isolierungssysta„ arraicht worden 
D.as erBoglxcht ..B. arst.ali, die DurcMOhrun, aines schnelle^ 
und reproduzierbaren Nachweises von v 5=nneiien 

Punki-™,f»^i cnweises von KolonXarzinom assoziierten 

PunXtButataonen « Proto-Onkogen Kras als ain zuxonftig 
bedeutsa.as Gen-DiagnostiXvarf ahran und wird da„it bedeutsa. f r 

voTkoI : ■'"^''"^-PPen bzw. in dar Fr.herKannung 

von Kolonkarzinomen bzw. auch PanXraaskarzino^an. 
Eina solcha routina,u»6ig durchfOhrbare Gen-DiagnostiX war bisher 
auf crund das Fehlens einer geaignaten Hethode der Isolierl, 
und Remigung von genomischer DNS unnoglich. 
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Das im erf indungsgemaBen Verfahren verwendete und unter solchen 
Gesichtspunkten ausgwahlte Tragermaterial reduziert auch sehr 
stark (im Gegensatz zu anderen Tragerinaterialien bzw. 
Saulensystemen) mechanische Beanspruchungen der DNS auf Grund 
der Feinheit der Partikel und der Homogenitat, bzw. auch 
dadurch, daB es sich eben nicht um zerstanzte Glasmaterialien 
bzw. Diatomenerden handelt. Somit, und dieses zeigt sich 
ebenfalls sehr eindeutig in einer gelelektrophoretischen 
Darstellung, weist die isolierte DNS einen sehr hohen Grad an 
Integritat auf und ist damit von vergleichbarer Qualitat wie 
mit der sehr schonenden klassischen Phenol/Chloroform 
Extraktionsmethode gewonnene DNS. Genomische DNS hoher 
Integritat ist vor allem dann gefordert, wenn die DNS als 
Substrat fiir LA/XL-PCR Anwendungen oder DNS-Fingerprint 
Techniken eingesetzt werden soli. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemafien Verfahrens besteht 
darin, daB das verwendete Tragermaterial auch fur die Isolierung 
von Ribonukleinsauren (RNS) in idealer Weise geeignet ist und 
ermoglicht im Gegensatz zu z.Z. fur die Isolierung von RNS 
Verwendung findenden mit Silicagel-Matrices beladenen 

Minisaulensystemen (Fa. Diagen) auch eine Isolierung von 
vollstandiger zellularer Gesamt-RNS, d.h'. auch die Isolierung 
sehr kleiner RNS-Spezies. 

Das erfindungsgeraaBe Verfahiren gestattet sowohl die Isolierung 
von zellularer Gesamt-RNS einschlieBlich der tRNS und 5S RNS 
Fraktionen (und damit auch aller kleinen RNS-Spezies) , als auch 
die Isolierung von RNS aus wenigen hundert Zellen und damit aus 
extrem geringen Ausgangsmengen. Es ist damit in ausgezeichneter 
Weise fiir Express ionsuntersuchungen von sehr geringen 

Zellmengen geeignet, zumal die gesamte Prozedur der Isolierung 
der Gesamt-RNS aus solchen Ausgangsmaterialien nur ca. 20 
Minuten in Anspruch nimmt. Ferner sorgt wiederum die sehr groBe 
spezifische Oberflache der Tragerpartikel fiir eine sehr hohe 
Bindungseffizienz, so das theoretiscli 100% der in den 
verschiedenen Ausgangsmaterialien vorhandenen RNS auch isoliert 
werden konnen. Dies ist vor allem dann bedeutsam, wenn 
quantitative PCR- Anwendungen z.B. in der Hepatitis C Diagnostik 
entwickelt werden sollen, um Aussagen uber den Verlauf des 
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Virustiters im Blut zu erhalten. Der Einsatz einer quantitativen 
PCR fur die Beantwortung solcher Fragestellungen hangt damit in 
sehr starkem MaBe vom verwendeten RNS Isolierungssystem ab. 
Die Bindung von RNS-Molekulen an das verwendete Tragermaterial 
wxrd durch die Verwendung von hochmolarem Litiun,chlorid 
enthaltenem Lyse/Bindungspuf f er realisiert, welcher mit einer 
viel hoherer Affinitat die Bindung von RNS-Molekulen gegeniiber 
von DNS-Molekulen an das verwendete Tragermaterial vermittelt 
Wie schon aufgefiihrt wird alleine durch die Wahl des 
Lyse/Bindungspuf fers eine unterschiedliche Bindungsspezif itat 
erreicht, so daB das selbe Tragerniaterial eben auch fur die 
isolierung von RNS-Molekulen eingesetzt werden kann. Es verhalt 
sich damit auch ganzlich different gegenuber existierenden 
theoretischen Vorstellungen physiko-chemischen Mechanismen der 
Bxndung von Nukleinsauren an mineralische Materialien unter 
chaotropen Bedingungen, wonach nach einer durch die chaotropen 
Salze hervorgerufene Zerstorung der Hydrathullen von 
Nukleinsauren eine Adsorbtion dieser an mineralische Matrices 
erfolgt. Dies bedeutet nach der theoretischen Darstellung aber 
auch, das einzelstrangige DNS bzw. rns so stark an die 
mmeralischen Materialien gebunden werden, daB eine Elution der 
RNS nur bei sehr hohen Temperaturen und damit auch unter 
Schadigung der RNS erfolgen kann. Bei Verwendung des in, 
erfindungsgemafien beschriebenen Tragermaterials und der 
verwendung von Litiumchlorid sowohl zur Lyse als auch 
Realxsierung der Bindung der RNS an das Tragermaterial , kann 
diese wieder problemlos nit DEPC behandelten, Wasser vom Trager 
eluiert werden. 

Ein weiterer entscheidender Vorteil des erf indungsgem.Ben 
yerfahrens, vor alien, im Zusammenhang mit der Isolierung 
langkettiger genomischer DNS wie auch zellularer Gesamt-RNS 
besteht darin, daB die Methode keinerlei enzymatisch^ 
vorbehandlungen des Ausgangsmaterials (Proteinasebehandlungen ) 
benotigt. Der je nach Isolierungsart eingesetzte Lysepuffer 
vermittelt neben seiner proteindenaturierenden Wirkung (und in 
dxesem Zusammenhang auch Inaktivierung endogener und exogener 
DNasen oder RNasen) auch die Bindung der Nukleinsauren an das 
Tragem,aterial. Dies ermoglicht z.B. die Isolierung genomischer 
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DNS aus einer Monolayer Zellkultur , einer Gewebeprobe oder aus 
Vollblut (2.B. mit IxlO**^ Zelleri; 0 . 5 mg Gewebe , lOOAfl Vollblut) 
in weniger als 30 Minuten. Sowohl Lyse als auch Bindung der 
Nukleinsauren erfolgen unter denselben Puf f erbedingungen und im 
selben Reaktionsgef aB . Dies bedeutet damit auch einen 
entscheidenden zeitlichen Vorteil gegeniiber anderen 
Isolierungssystemen langkettiger Nukleinsauren aus solchen 
biologischen Ausgangsmaterialien . 

Neben der Isolierung der beschriebenen langerkettigen DNS 
(genomisch DNS) bzw. RNS eignet sich der eingesetzte Trager auch 
fiir die Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren aus TAE- bzw, 
TBE- Gelen, PCR-Fragmenten direkt aus den Reaktionsgemischen 
(einschlieiJlich vorhandenen Mineralols), als auch fiir die 
Isolierung von Plasmid DNA aus bakteriellen Lysaten. Wobei auf 
diese Moglichkeiten nicht weiter eingegangen werden soli. 
Auch hierbei realisiert das eingesetzte Tragermaterial sehr hohe 
Riickgewinnungsraten von DNS-Fragmenten aus Gelen oder PCR- 
Ansatzen in GroBenbereichen von 60 bp - 50 kbp bzw. sehr hohe 
Ausbeuten gualitativ hochwertiger Plasmid DNS, 

Bei alien beschriebenen Anwendungen vermittelt der jeweils 
verwendete Lysepuffer (je nach Anwendung bestehend aus 
Guanidinthiocyanat , Nal , Guanidinhydrochlorid oder Litiumchlorid 
und entsprechenden Detergenz-ZusStzen ) auch jeweill die Bindung 
der Nukleinsauren an das Tragermaterial . 

Alle mit den erf indungsgemaBen Verfahren isolierten und am 
Trager fixierten Nukleinsauren aus unterschiedlichen 
Ausgangsmaterialien werden mit einem Waschpuffer ( 50mM NaCl; 
lOmM Tris HCl ; ImM EDTA; 70% v/v ) mehrmals gewaschen. Der 
verwendete Waschpuffer unterscheidet sich von dem in der von 
Vogelstein und Gillespie beschriebenen Ausgangsarbeit durch eine 
geringere Salz- und hohere Ethanolkonzentration . Eine solche 
Waschpuf f erzusammensetzung erlaubt ein intensiveres Waschen ohne 
Verlust an gebundenen Nukleinsauren. 

Die Elution der Nukleinsauren erfolgt vorzugsweise in einem 
Elutionspuffer ( lOmM Tris HCl; 0. ImM EDTA ) oder in DEPC 
behandeltem Wasser bei einer Temperatur von vorzugsweise 52 ''c 
innerhalb von maximal 5 min. 
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Die isolierten NukleinsSuren sind fiir eine Vielzahl weiterer 
molekularbiologischer bzw. biochemischer Methoden verfiigbar, wie 
z.B. PCR/RT-PCR und spezielle PR-Applikationen (LAXL-PCR, RAPD 
PCR-Fingerprinting u.a.) Spaltung mit Restriktionsendonukleasen , 
Klonierungen, Sequenzierungen , in vitro- Transkription , 
radioaktiven Markierungen , Hybridisierungsverf ahren u.a.. 



Die Erfindung wird nachfolgend an Ausf iihrungsbeispielen naher 
trlautert, die die Erfindung jedoch nicht begrenzen sollc 



.en, 



1. Isolierung genomischer DNS aus einer eukaryontischen monolayer 
Zellkultur, welche auf 96-Well- Mikrotiterplatten kultiviert 
wurde (ca. Sxio"* Zellen) 



Entfernung des Zelkulturiiberstandes und zweimaliges kurzes Spulen 
der Zellen mit IxPBS. 

Zugabe von SOO/il Lysepuffer (Guanidinthiocyanat ; N-Lauryl- 
Sarcosyl; DTT; Natriumcitrat ) direkt auf das Well und Uberfiihrung 
der Zell-Lyse-Suspension in ein 1.5 ml Eppendorf-Zentrifugengef aB. 
Zugabe von 10^1 der aus dem verwendeten Tragermaterial 
hergestellten i Suspension zur Zell-Lyse-Suspension, kurzes 
vortexen, Inkubation fiir 5 Minuten in einem Eisbad und 
anschlieBende Pelletierung des Tragermaterials durch kurze 
Zentrifugation in einer Tischzentrif uge (10 Sekunden). Die am 
Tragerpellet gebunden genomische DNS wird anschlieBend mit 
Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v 
Ethanol) versetzt und 2-3 mal gewaschen und anschlieBend die 
genomischen DNS durch Zugabe eines Elutionspuf f ers (lo mM Tris; 
0.1 mM EDTA) bei 52°C vom Tragermaterial abgelost, der Trager 
durch kurze Zentrifugation von der eluierten genomische DNS 
abgetrennt und diese in ein neues Reaktionsgef aB iiberfiihrt. 
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2. Isolierung zellularer total RNS aus einer 

Hybridomazellsuspension (ca. 200^1; ca. 10^ Zellen) 

Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 1.5 ml Eppendorf 
Zentrifugengefafl and Zugabe von 500^1 Lysepuffer (10 M LiCl , 2% 
Triton X-100). Inkubation fiir 5 min bei Raumteinperatur . 
Zugabe von lO/il der aus dem verwendeten Tragennaterial 
hergestellten Suspension zur Zell-Lyse-Suspension, kurzes 
Vortexen, Inkubation fur 5 Minuten in einem Eisbad und 
anschlieBende Pelletierung des Tragermaterials durch kurze 
Zentrifugation in einer Tischzentrif uge (10 Sekunden). Die am 
Tragerpellet gebunden RNS wird anschlieBend mit Waschpuffer (50 
mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v Ethanol) versetzt und 
2-3 mal gewaschen und anschiiefiend die zelluliire Gesamt- RNS durch Zugabe von 
DEPC behandeltem ddH^O bei 52^0 vom Tragermaterial abgelost, der 
Trager durch kurze Zentrifugation von der eluierten zellularern 
Gesamt-RNS abgetrennt und diese in ein neues Reaktionsgef aB 
iiberf uhrt . 



3. Isolierung genomischer DNS aus einer ca. 0-5/il Blutspur auf 
einem Papiertaschentuch 

Zerschneiden des die Blutspur tragenden Bereiches des 
Papiertaschentuches und Lfberfiihren der Schnipsel in ein 1.5 ml 
Eppendorf Zentrif ugengef aB. 

Zugabe von 500^1 Lysepuffer (Guanidinthiocyanat; N-Lauryl- 
Sarcosyl; DTT; Natriumcitrat ) und Inkubation fiir einige Stunden 
bei Raumtemperatur . 

Kurze Zentrifugation zur Abtrennung der unloslichen Bestandteile, 
Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Zentrif ugengef aJ3 und 
Zugabe von lO/il der aus dem verwendeten Tragermaterial 
hergestellten Suspension zur, kurzes Vortexen, Inkubation fiir 5 
Minuten in einem Eisbad und anschlieBende Pelletierung des 
Tragermaterials durch kurze Zentrifugation in einer 
Tischzentrif uge (10 Sekunden). Die am Tragerpellet gebunden 
genomische DNS wird anschiiefiend wiederum mit Waschpuffer (50 mM 
NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v Ethanol) versetzt und 2-3 
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mal gewaschen und anschliefiend^'die genomischen DNS durch Zugabe 
exnes Elutionspuf f ers (lo m Tris; 0.1 m EDTA) bei 52'C vom 
Tragermaterial abgelost, der Trager durch kurze Zentrifugation von 
der eluierten genomische DNS abgetrennt und diese in ein neues 
Reaktionsgefafi uberfiihrt. 



4. Isolierung genomischer DNS aus Knocheninaterial 

Uberfuhrung von ca . 100-250 mg von f einzermahlenem Knochenpulver 
in exn 2.0 ml Eppendorf Zentrif ugengef a6. Zugabe von iml 
Lysepuffer (Guanidinthiocyanat ; N-Lauryl-Sarcosyl ; dtt- 
Natriumcitrat; 0.5 M EDTA) und Inkubation bei 56»C und leichte. 
Schutteln fur 15"20h. 

zentrifugation bei 12-14 000 rpn, und Uberfuhrung des Uberstandes 
m em neues Zentrifugengef aJ3. 

zugabe von 15.1 der aus de. verwendeten Tr.ger^aterial 
hergestellten Suspension, kurzes Vortexen, Inkubation fur 5 
Minuten in einen, Eisbad und anschliefiende Pelletierung des 
Tragermaterials durch kurze Zentrifugation in einer 
Tischzentrifuge (lo Sekunden). Die an, Tr.gerpellet gebunden 
genon.ische DNS wird anschlieBend wiederu. n,it Waschpuffer (50 .M 
Naci; 10 n^M Tris HCl; i edtA; 70% v/v Ethanol ) versetzt und 3 
rnal gewaschen und anschlieBend die genomischen DNS durch Zugabe 
eines Elutionspuf f ers (lo m Tris; ''o.i m EDTA) bei 52-c von, 
Tragermaterial abgelost, der Trager durch kurze Zentrifugation von 
der eluierten genomische DNS abgetrennt und diese in ein neues 
Reaktionsgefafi iiberf iihrt . 



5. Isolierung von genomischer DNS aus Stuhlproben 

Uberfuhrung von ca. loo xng der Stuhlprobe in ein 2.0 ml 
Eppendorf Zentrif ugengef aB und zugabe einer 300.1 einer 
Waschlosung (NaCl, EDTA, Tris HCl). Vortexen fur 30 Sekunden und 
anschlieBende Zentrifugation bei lo ooo rpm ftir 2 min 
Uberfuhren des Uberstandes in ein neues 1.5 ml Eppendorf 
ZentrifugengefaB und Zugabe von iml Lysepuffer 



wo 95/34569 ^ PCT/DE95/00787 

16 

( Guanidinthiocyanat ; N-Laury 1-Sarcosyl ; DTT ; Natriumcitrat ) . 
Inkubation bei Raumtemperatur fur 20-30 min. 

Zugabe von 15/il der aus dem verwendeten Tragermaterial 
hergestellten Suspension, kurzes Vortexen, Inkubation fiir 5 
Minuten in einem Eisbad und anschlieftende Pelletierung des 
Tragermaterials durch kurze Zentrif ugation in einer 
Tischzentrifuge (10 Sekunden), Die am Tragerpellet gebunden 
genomische DNS wird anschlieAend wiederum mit Waschpuffer (50 mM 
NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v Ethanol ) versetzt und 
3mal gewaschen und anschlieBend die genomischen DNS durch Zugabe 
eines Elutionspuf f ers (10 mM Tris; 0.1 mM EDTA) bei 52 °C vom 
Tragermaterial abgelost, der Trager durch kurze Zentrif ugation von 
der eluierten genomische DNS abgetrennt und diese in ein neues 
Reaktionsgef aB iiberfuhrt. 

6. Isolierung von genomischer DNS aus einer einzelnen Haarwurzel 

Inkubation einer einzelnen Haarwurzel in einem Volumen von 500/il 
Lysepuf f er ( Guanidinthiocyanat ; N-Laury 1-Sarcosyl ; DTT ; 
Natriumcitrat) fiir 30-60 min bei Raumtemperatur. Zugabe von IS^il 
der aus dem verwendeten Tragermaterial hergestellten Suspension , 
kurzes Vortexen, Inkubation fiir 5 Minuten in einem Eisbad und 
anschlieBende Pelletierung des Tragermaterials durch kurze 
Zentrif ugation in einer Tischzentrifuge (10 Sekunden). Die am 
Tragerpellet gebunden genomische DNS wird anschliefiend wiederum 
mit Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v 
Ethanol) versetzt und 2-3 mal gewaschen und anschlieBend die 
genomischen DNS durch Zugabe eines Elutionspuf f ers (10 mM Tris; 
0.1 mM EDTA) bei 52 'C vom Tragermaterial abgelost, der Trager 
durch kurze Zentrif ugation von der eluierten genomische DNS 
abgetrennt und diese in ein neues Reaktionsgef aB iiberfiihrt. 

7. Aufreinigiing von PCR-Fragmenten direkt aus dem PCR- 
Reaktionsgemisch 

Zugabe von 150 /il einer Immobilisierungslosung (6 M Nal mit 
enthaltener Tragersuspension) direkt zum PCR-Reaktionsgemisch, 
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einschlieJ31ich des iiberschichteten Mineralols. Kurzes Vortexen und 
Inkubation fiir 3 min in einem Eisbad. Pelletierung des 
Tragermaterials durch kurze Zentrifugation in einer 
Tischzentrifuge (10 Sekunden). Das am Tragerpellet gebunden PCR- 
Produkt wird anschlieBend wiederum mit Waschpuffer (50 mM NaCl; 
10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v Ethanol ) versetzt und 2 mal 
gewaschen und anschlieBend die durch Zugabe eines Elutionspuf f ers 
(10 mM Tris; O.l mM EDTA) bei 52° C vom Tragermaterial abgelost, 
der Trager durch kurze Zentrifugation vom eluierten PCR-Fragment 
abgetrennt und dieses in ein neues Reaktionsgef afl iiberfiihrt. 
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1. Universelles Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus extrem geringen Mengen sowie sehr stark 
verunreinigten unterschiedlichsten Ausgangsmaterialien durch 

a) Lyse von Nukleinsauren enthaltenden Materialien mit 
Puffern, die chaotrope Salze hoher lonenstarke enthalten, 

b) Inkubation mit einem hochdispersen , nichtporosen und 
nichtstrukturierten sowie homogenen SiO^-Trager, wobei die 
SiO^-Partikel eine KorngroBe von 7 - 40 nm aufweisen bei 
einer aktiven Oberflache von 50 - 300 in2/g, 

c) Abtrennung der tragerf ixierten Nukleinsauren vom Lysat, 

d) Waschung der auf der Oberflache des Tragers f ixierten 
Nukleinsauren mit einem Waschpuffer und 

e) Ablosung der Nukleinsaure vom Trager mit einem Puffer 
geringer Salzkonzentration . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da5 als 
chaotrope Salze Guanidinhydrochlorid , Guanidinthiocyanat , 
Lithiumchlorid , Natrium jodid , Kalium jodid , Natriumperchlorat 
Oder Lithiumchlorid/ Harnstof f-Gemische mit lonenstarken > 4M 
eingesetzt werden, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , dafi 
als Tragermaterial hochdisperses , - nichtporoses und 
nichtstrukturiertes sowie homogenes chemisch reines Si02 mit 
einer KorngroBe von 40 nm bei einer spezifischen Oberflache von 
50 m2/g eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Lyse des die Nukleinsauren enthaltenden Ausgangsmaterials 
und Bindung der Nukleinsauren an die Tragerpartikel als ^single 
step' Verfahren im selben Reaktionsgef aB erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Trager mit den gebundenen Nukleinsauren vom izbrigen Lysat 
durch einen kurzen Zentrif ugationsschritt abgetrennt wird. 
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6. Verfahren nach Anspruch l bis 5, dadurch gekennzeichnet , daB 
die tragerf ixierten Nukleinsauren mit einem Waschpuffer, 
bestehend aus 50 iiiM NaCl, 10 mM Tris-HCl und 1 mM EDTA sowie 70% 
Ethanol , gewaschen werden. 



7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daS 
die tragerf ixierten Nukleinsauren mit einem Puffer niedriger 
lonenstarke, bestehend aus 10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, anderen 
Niedrigsalzpuffern oder DEPC behandelten bei einer Temperatur 
von 48 - 56°C, vorzugsweise 52°C, eluiert werden. 

8. Verfahren nach Anspruch l bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
es als batch-Verf ahren 

durchgefiihrt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Nukleinsaure aus Bakterien, Zellkulturen , intakten oder 
gefrorenen Gewebeproben , Gewebe-schnitten, Spermien, 
Korperf liissigkeiten, Stuhlproben, Viren, Pf lanzenzellen , 
Hefezellen, musealen biologischen Trockenpraparaten , aus 
unterschiedlichen forensischen Ausgangsmaterialien , wie 
Blutspuren auf Kleidungsstiicken, an Baumrinde u.a., aus Haaren, 
aus Speichel, aus Knochen oder anderen biologischen Quellen oder 
aus Amplifikationsreaktionen, wie PGR oder ahnlichen Reaktionen, 
stammt oder daJi es sich urn markierte Nukleinsauren handelt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
durch das spezielle fiir die Bindung der Nukleinsauren verwendete 
Tragermaterial Nukleinsauren aus extrem geringen Mengen, wie 
<0.5mg Gewebematerial ; <0.5^1 Blut oder Blutspuren auf 
Kleidungsstiicken; <5/il Speichel; <10^ Zellen an 
unterschiedlichsten biologischen Ausgangsmaterialien isoliert 
werden . 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB es zur schnellen Isolierung von genomischer 
Desoxyribonukleinsaure und zellularer Gesamt- Ribonukleinsaure 
eingesetzt wird. 



wo 95/34569 PCT/DE95/00787 

20 

12- Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet , daB 
es zur Isolierung und Reinigung von PCR-Produkten Oder PGR- 
Fragmenten und Isolierung von DNS-Fragmenten aus wafirigen 
Losungen, TAE-oder TBE-Agarosegelen in einen breiten 
Molekularspektrum eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafl zur Isolierung von Ribonukleinsaure die Lyse des 
biologischen Ausgangsmaterials mit lO-molarem Lithiumchlorid 
durchgefiihrt wird und die Lyse und Bindung der 
Ribonukleinsauren an den Si02-Trager iin selben Reaktionsgef aB 
erf olgt . 

14. Verfahren nach Anspruch 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB die GroBe der zu isolierenden oder zu reinigenden 
Nukleinsauren den Bereich von 50 Nukleotiden bis 60 000 
Nukleotiden umfaBt. 
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